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序論
光の受容は視細胞（photoreceptor）に始まる。視細
胞は明るいときに作動し，色覚に関与する錐体（cone）
と，暗いときに作動する桿体（rod）とがある。桿体の
場合，視物質であるロドプシン（rhodopsin）が光を吸
収し，G タンパク質（GTP binding protein）を活性化
する（図 1 B）。活性化した G タンパク質はホスホジエ
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Abstract：視覚系における光受容の初期過程として知られているフォトトランスダクションは，視細胞外節
部の視物質が光を吸収し，ホスホジエステラーゼが活性化し，cGMP の濃度が低下することにより陽オンチャ
ネルが閉じて細胞が過分極するというものである。しかしながら，近年ほ乳類の青錐体において外節以外の軸
索終末部においても視物質である S-opsin が発現していることが分かってきた。そこで，本研究では膜電位固
定法を中心とした電気生理学的手法を適用し，この異所性の視物質が光を吸収することで青錐体の出力制御に
関与する可能性を検討した。その結果，青錐体は光が照射されると軸索終末部の S-opsin が光を吸収し，神経
伝達物質の放出が増強されることが明らかとなった。
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図 1 　ほ乳類の桿体におけるフォトトランスダクション
A：暗時は細胞内の cGMP により陽イオンチャネルが開いており，陽イオンが細胞内に流れる
（暗電流）。そのため，桿体は暗時に脱分極し，神経伝達物質を放出している。B：明時はロドプシ
ンが光を吸収し，生化学的カスケードを介して cGMP が加水分解される。そのため cGMP に依存
する陽イオンチャネルが閉じる。従って，明時に桿体は過分極し，神経伝達物質の放出が減少する。
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ステラーゼ（phosphodiesterase）に作用し，細胞内の
環状グアノシン一リン酸（cGMP）を 5 ’-GMP に分解す
る。視細胞では cGMP の濃度が高いと開確率が上昇す
る陽イオンチャネルが細胞膜に発現している。桿体に光
が照射されていないときにはこの陽イオンチャネルを介
して細胞外から陽イオンが細胞内に流入する「暗電流」
が流れることで膜電位が浅く保持され，神経伝達物質が
放出される（図 1 A）。ところが，光が照射されると一
連の代謝カスケードを介して cGMP の濃度が低下する
ため（図 1 B），陽イオンチャネルが閉じ，膜電位が過
分極することで神経伝達物質であるグルタミン酸の放出
量が低下する。したがって，桿体では，暗いときに神経
伝達物質を放出し，明るいときにはその放出を停止す
る。同様の代謝経路がある錐体はその種類により視物質
が異なり，波長感度特性が異なることで色覚の起点とな
る。これまで，桿体の視物質であるロドプシンや錐体の
視物質は外節（outer segment）にのみ分布し（図 2 ），
上述のフォトトランスダクションを介して光を神経伝達
物質の放出という形式に変えると考えられてきた。とこ
ろが，近年，外節にのみ分布すると考えられていた視物
質が別の部位にも存在することが分かってきた。青色に
対応する波長の光に対して感度を持つ青錐体では，視物
質である S-ops in が軸索終末部にも発現している
（Haverkamp, Wässle, Duebel, Kuner, Augustine, Fen, 
& Euler, 2005; Puthussery, Gayet-Primo, Taylor, & 
Haverkamp, 2011; Insinna, Daniele, Davis, Larsen, Kue-
mmel, Wang, Nikonov, Knox, & Pugh, 2012）。しかしな
がら，この異所性の視物質の機能は不明である。そこ
で，本研究では昼行性で錐体優位という点でヒトと相同
性の高い網膜を持つジュウサンセンジリスを被験体とし
て用い，青錐体における異所性の視物質の機能的意義に
ついて電気生理学的手法により検討した。
方法
すべての実験はノースウェスタン大学動物実験委員会
の審査により承認された手続きにより実施された。
・被験体
ジュウサンセンジリス（Ictidomys tridecemlineatus）
を被験体として使用した。動物は実験動物販売業者から
購入し，検疫が行われた上で12時間明／12時間暗の周期
の照明下で飼養した。動物は成熟した雄および雌を用い
た。
・スライス標本の作製
網膜スライス標本は DeVries の方法により作成した
（DeVries, & Schwartz, 1999; DeVries, Li, & Saszik 
2006）。次にその手順を簡単に記述する。手術は暗赤色
照明光下で行った。テフロン製の板の上で前眼部を除去
した眼杯標本からピンセットにより硝子体を除去した。
ヒトにおける中心窩に相当するビジュアル・ストリーク
より背側の組織のみ用い，腹側の組織は除去した。片刃
のカミソリにより 2 mm 四方の強膜付き網膜切片を作製
した。次にその切片をプラスティック製のペトリ皿に移
し，実体顕微鏡観察下において強膜と色素上皮との隙間
に 5 番のピンセットの閉じた先端を差し込んで開くこと
で強膜を除去した。筆を用いて網膜片をすくいあげ，プ
ラスティック製のディッシュ上に予め貼り付けたフィル
ターペーパーに対して色素上皮層が上側になるようにし
て密着させた。実験開始直前にピンセットで色素上皮を
剥離し，スライサーを用いて厚さ100マイクロメートル
の網膜スライス標本を作製した。
・電気生理的記録
フィルターペーパーに密着した網膜スライス標本をト
ランスファーチャンバー内で記録用チャンバーに移動し
た。記録用チャンバーには予めシリコングリースのレー
ルを敷いておき，網膜スライス標本をそのシリコング
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図 2 　桿体および錐体の形態
桿体および錐体は形態学的に外節，内節，軸索終末に分けら
れる。桿体および錐体の視物質は基本的に外節内のディスク
上に分布している。
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リースに埋め込みながら並べた。記録用チャンバーを倍
率63倍の水浸対物レンズが取り付けられた顕微鏡（Ax-
ioskop- 2 FS, Zeiss 社）のステージに設置し，赤外光照
明下で CCD カメラにより記録用チャンバー内を撮影し
て液晶モニタを用いて標本を観察した。電気生理学的記
録法としてパッチクランプ法を錐体に適用するために，
高速な膜電位固定が可能なパッチアンプ（Axopatch 
200B, Molecular Devices 社）を用いた。パッチアンプ
で増幅された信号は 5  kH 以上の成分をフィルターで
カットした上で，A/D 変換装置（ITC-18 A/D board, 
HEKA Elektronik）により10 kHz のサンプリングレー
トで PC に収録した。
・溶液
標準生理溶液の組成は次のとおりであった。NaCl 
115，KCl 3.1，MgSO 4  2.48，glucose 6，Na-succinate 
1 ，Na-lactate 1 ，Na-pyruvate 1，CaCl 2  2，NaH-
CO 3  25，0.05% phenol red（いずれも単位は mM）。標
準生理溶液は 5 % CO 2 /95% O 2 の標準ガスで常時バブ
リングすることで pH を7.4に保った。パッチ電極に充填
する電極内液の組成は次のとおりであった。KCl 110，
NaCl 10，K-EGTA 10，CaCl 2  1，MgSO 4  2，HEPES 
20，ATP 5，GTP 0.5（いずれも単位は mM）。電極内
液は KOH を加えることで pH を7.35に調整し，記録細
胞の詳細な形態を実験後に観察するために0.5% Neuro-
biotin を加えた。さらに穿孔パッチ記録（perforated 
patch recording）を行うために，電極内液にβ-escin
を25 μM 加えた。標準生理溶液，電極内液とも浸透圧
は285 ± 5 mOsm であった。
・光刺激と錐体サブタイプの同定
錐体を対象として電気生理実験を開始するにあたり，
光刺激としてピーク波長が468 nm（青）と574 nm
（緑）の発光ダイオード（LED）を用いた。発光ダイ
オードは顕微鏡のカメラポートに取り付け，光路を利用
して網膜スライス標本に呈示した。光強度はフォトダイ
オードを用いて微小領域の測光を行うことで校正した。
錐体のサブタイプを同定するに当たり，錐体に照射する
青の発光ダイオードと緑の発光ダイオードの光強度が緑
錐体（M-cone）にとって同程度の応答を示すように調
整した。これらの青と緑の光をフリッカー呈示すると，
緑錐体は膜電位固定下においてそれぞれの光に対して同
振幅の応答となるためフラットな光応答を示すが，青錐
体（S-cone）は青の発光ダイオードの光に対しては応
答するが，緑の発光ダイオードの光に対してほとんど応
答しないため，矩形波状の応答を示す。この手法によ
り，錐体サブタイプの同定を行った。
結果
異所性の S-opsin が青錐体の活動に関与する可能性を
検討するために，暗順応条件下において網膜スライス標
本に対して光を照射し，錐体の神経伝達物質放出量を測
定した。
・穿孔パッチ法
錐体にガラス電極を用いてパッチクランプ法を適用し
た。外節における既に知られているフォトトランスダク
ションによる電流を観察するとともに神経伝達物質の放
出を正確に観察するために，パッチ膜を形成する場所は
外節の根元近辺とした。電極内液にはβ -escin が含ま
れているため，パッチ膜を形成した後，陰圧により膜を
破ることは行わなかった。ギガオームシールが形成され
た後，β-escin がパッチ膜にイオンを透過させる通路を
形成するため，細胞に対してホールセルモードのパッチ
クランプ法を適用することが可能になるためである。こ
のパッチクランプ法を穿孔パッチ法と呼ぶ。ガラス電極
に陰圧をかけてパッチ膜を破る通常のホールセルモード
のパッチクランプ法では，細胞内液はほぼ電極内液と置
換されてしまう（図 3 A）。従って，細胞内のセカンド
メッセンジャー系を介する代謝経路に関連する物質群も
同時に置換されてしまうことが問題であった。穿孔パッ
チ法では細胞内のセカンドメッセンジャー系を保った状
態で実験を行うことが可能である（図 3 B）。
・錐体サブタイプの同定
錐体に穿孔パッチ法によるホールセルモードのパッチ
クランプを適用し，膜電位を−70 mV に固定した。緑
錐体において同一の光応答を引き起こす青と緑のフリッ
カー光を呈示したところ，緑錐体ではフリッカーに対し
てフラットな応答が観察された。一方，青錐体では青の
光が呈示されたときだけ応答が観察されたため，これら
の応答から緑錐体と青錐体を同定した。
・光照射による神経伝達物質放出量の変化
異所性の S-opsin が青錐体の神経伝達物質の放出を調
整している可能性を検討するため，トランスポーター電
流（transporter current）を神経伝達物質の放出量の指
標として測定した。錐体は脱分極することで軸索終末部
において L 型カルシウムチャネルを介した電流が流
れ，細胞内にカルシウムイオンが流入することで神経伝
達物質であるグルタミン酸が放出される。この時，放出
されるグルタミン酸の量に応じてトランスポーター電流
が流れる。これは錐体の軸索終末部に発現しているグル
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タミン酸トランスポーターを主に陰イオンが流れること
で観察される。そこで本研究では，錐体に膜電位固定法
により保持電位である−70 mV から−30 mV に脱分極
パルスを 1 ミリ秒の持続時間で呈示することでトラン
ポーター電流を誘発し，その振幅から錐体の軸索終末部
から放出された神経伝達物質の量を相対的に測定した。
緑錐体に対して 1 秒間に 1 回の頻度で脱分極パルスを呈
示したところ，安定した振幅でトランスポーター電流が
流れた（図 4 A）。さらに青色光を照射したところ，ト
ランスポーター電流の振幅は変化しなかった（図
4 A）。なお，光照射によりベースラインが変化してい
るのはこれまで知られている外節における通常のフォト
トランスダクションによる光応答電流が重なっているた
めである（図 4 A）。従って，この実験が細胞の機能を
損なうことなくパッチクランプ法を適用できていること
がわかる。一方，異所性の S-opsin を持つ青錐体に対し
て同様の脱分極パルスを呈示してトランスポーター電流
を測定したところ，緑錐体と同様にトランスポーター電
流が観察されたが（図 4 B），青色光の照射後に持続的
に振幅の増大が観察された（図 4 B）。なお，青錐体に
おいても光の照射により外節における通常のフォトトラ
ンスダクションによる光応答電流が重なっていた（図
4 B）。緑錐体18個および青錐体11個から記録された
データについてベースラインの補正を行ってトランス
ポーター電流の振幅の値を算出し，光照射後の振幅を光
照射前の振幅で割った値を算出したところ，青錐体では
22.3 ± 6.4% と増大が観察されたが，緑錐体では0.0 ± 
3.9% と増大が観察されなかった。以上の結果から，青
錐体では光の照射により神経伝達物質の放出量が増大す
ることが明らかになった。
・外節の除去による効果
青錐体において観察された光照射による神経伝達物質
放出の増大が外節に分布している S-opsin の働きにより
生じている可能性がある。そこで，錐体外節を物理的に
除去し，これまでと同様の条件で脱分極パルスを呈示し
てトランスポーター電流を測定したところ，光の照射に
よるトランスポーター電流の振幅の増大（n = 5, 48.5 ± 
16.7%）が観察された。なおこの実験では，外節が除去
されているため，通常のフォトトランスダクションによ
る光応答電流は観察されなかった。この結果から，青錐
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図 3 　穿孔パッチ法
A：通常のホールセルモードのパッチクランプ法。ギガオームシール形成後，パッチ膜を破る。ガ
ラス電極内に充填された電極内液の体積は細胞の体積と比較すると極めて大きいため，細胞内液は
電極内液によりほとんど置換される。また，電極先端の口径は大きいため，細胞内のセカンドメッ
センジャー系に関与する物質群は細胞内から洗い流されてしまう。B：穿孔パッチ法。β -escin な
ど，電極内液に含有させた物質がパッチ膜上に小さな孔をあけ，小さなイオンだけが通過できよう
になる。イオンが通過するためホールセルモードのパッチクランプが可能となる。セカンドメッセ
ンジャー系に関与する物質群が細胞内から洗い流されないため，生化学的なカスケードを阻害する
ことなく実験を実施することが可能である。
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体における光照射による神経伝達物質放出の増大は，外
節の S-opsin ではなく，軸索終末部に分布する異所性の
S-opsin が光を吸収することで生じている可能性が示唆
された。
考察
本研究では，ジュウサンセンジリスの網膜スライス標
本を用い，パッチクランプ法の 1 つである穿孔パッチ法
を錐体に適用し，光照射による神経伝達物質の放出の変
化を脱分極パルスによるトランスポーター電流を指標と
することで検討した。その結果，視物質である S-opsin
が軸索終末部にも分布している青錐体では光照射により
トランスポーター電流の振幅が大きくなり，神経伝達物
質の放出量が増大することが明らかになった。一方，緑
錐体では光照射をしてもトランスポーター電流の振幅が
大きくなることはなかった。青錐体における光照射によ
るトランスポーター電流の振幅の変化は，これまで知ら
れている通常のフォトトランスダクションが行われる外
節を除去しても観察されたため，軸索終末部に分布して
いる S-opsin が光を吸収することで神経伝達物質の放出
を増大させていることが示唆された。
・S-opsin による神経伝達物質放出増大の作用機序の
解明
本研究の結果により，軸索終末部に分布している
S-opsin が神経伝達物質の放出の増大に関与しているこ
とが示唆された。しかしながら，S-opsin がどのような
代謝経路を介して神経伝達物質の放出を増大しているか
は不明のままである。G タンパク質等のセカンドメッセ
ンジャー系を介した代謝経路などが候補として考えられ
る。また，神経伝達物質の放出に関与するカルシウム電
流に対する影響も評価する必要がある。
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図 4 　光照射によるトランスポーター電流の変化
A：緑錐体のトランスポーター電流。脱分極パルスにより誘発されたトランスポーター電流の振幅は
安定しており，光を照射しても変化がなかった。光の照射によりベースラインが上昇しているのは通
常のフォトトランスダクションによる応答電流による。B：青錐体のトランスポーター電流。光を照
射すると，フォトトランスダクションによりベースラインが上昇するとともに，トランスポーター電
流の振幅が持続的に増大した。
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・水平細胞の関与の可能性
水平細胞は視細胞である桿体および錐体と双極細胞が
シナプスを形成している網膜外網状層においてそれらの
シナプス伝達の変調を行う介在ニューロンである。本実
験で観察された増強が水平細胞を介したフィードバック
の影響を受けた可能性がある。今後グルタミン酸受容体
のアンタゴニストである CNQX を生理溶液に加えるこ
とで，水平細胞による影響を制御して実験を行う必要が
ある。
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